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Dengue is the most important vector-borne viral disease worldwide. Its diagnosis requires
laboratory confirmation and detection of dengue virus (DENV)-specific immunoglobulin (lg)
M by capture enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) is a frequently used assay.
However, commercial kits of IgM-capture ELISA for dengue diagnosis are expensive and
not easily available in endemic areas. Here we aimed to develop an in-house capture
ELISA for detection of DENV-specific IgM in plasma for diagnosis of dengue infection.
Plasma from two children with confirmed acute dengue infection was evaluated and two
mouse monoclonal anti-DENV antibodies (one type-specific and the other one serotype-
cross-reactive) were tested. The developed assay showed efficiency in the detection of
DENV-specific IgM in plasma and was comparable with a commercially available kit, even
at the highest dilutions of the sample and the mouse anti-DENV antibodies. Furthermore, in
a child with primary DENV-2 infection, plasma anti-DENV IgM was found to be serotype-
specific. This work strengthens the technical capacity for the study and diagnosis of dengue
infection in an endemic area.
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RESUMEN

El dengue es la enfermedad transmitida por vectores mas importante a nivel
mundial. Su diagnostico requiere confirmacion por laboratorio y la deteccion de
inmunoglobulina (Ig) M especifica de virus dengue (DENV) por ensayo de
inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA) es un ensayo frecuentemente usado.
Sin embargo, estuches comerciales de ELISA de captura IgM para el diagndstico
de dengue son costosos y no facilmente disponibles en areas endémicas. Aqui se
propuso desarrollar un ELISA de captura para deteccién de IgM especifica de
DENV en plasma para el diagnéstico de dengue. Plasma de dos nifios con
infeccion aguda por dengue confirmada fue evaluada y dos anticuerpos
monoclonales anti-DENV hechos en raton (uno tipo-especifico y el otro serotipo-
Cross-reactivo) fueron evaluados. El ensayo demostrd eficiencia en la deteccion
de IgM especifica de DENV y fue comparable con un estuche comercialmente
disponible, incluso a las mayores diluciones de la muestra y de los anticuerpos
anti-DENV hechos en ratén. Adicionalmente, en un nifio con infeccién primaria por
DENV-2, la IgM especifica de DENV en plasma fue serotipo-especifica. Este
trabajo fortalece la capacidad tecnolOgica para el estudio y diagnéstico de la
infeccién por dengue en un area endémica.

Palabras claves: Dengue, ELISA, plasma, imunoglobulina M, Reactividad
cruzada.



ABSTRACT

Dengue is the most important vector-borne viral disease worldwide. Its diagnosis
requires laboratory confirmation and detection of dengue virus (DENV)-specific
immunoglobulin (Ig) M by capture enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) is
a frequently used assay. However, commercial kits of IgM-capture ELISA for
dengue diagnosis are expensive and not easily available in endemic areas. Here
we aimed to develop an in-house capture ELISA for detection of DENV-specific
IgM in plasma for diagnosis of dengue infection. Plasma from two children with
confirmed acute dengue infection was evaluated and two mouse monoclonal anti-
DENV antibodies (one type-specific and the other one serotype-cross-reactive)
were tested. The developed assay showed efficiency in the detection of DENV-
specific IgM in plasma and was comparable with a commercially available kit, even
at the highest dilutions of the sample and the mouse anti-DENV antibodies.
Furthermore, in a child with primary DENV-2 infection, plasma anti-DENV IgM was
found to be serotype-specific. This work strengthens the technical capacity for the
study and diagnosis of dengue infection in an endemic area.

Keywords: Dengue, ELISA, plasma, immunoglobulin M, cross-reactive.



INTRODUCCION

La infeccibn por DENV causa un amplio espectro de enfermedades, que van
desde un cuadro subclinico hasta una enfermedad severa. El diagnéstico precoz y
preciso de la enfermedad es esencial para el control de los brotes de la infeccidn.
El diagndstico integral del Dengue se hace con base en varios criterios, incluyendo
el cuadro clinico, factores epidemioldgicos y diversos métodos de laboratorio,
basados fundamentalmente en la deteccion directa del virus o sus componentes, o
en el analisis de la respuesta de anticuerpos generada frente al virus por medio de
pruebas seroldgicas. Las pruebas serologicas mas utilizadas para el diagnéstico
de una infeccion por el DENV, incluyen el antigeno no estructural 1 (NS1), una
glicoproteina secretada y muy conservada; y las pruebas serolégicas indirectas
para deteccién de anticuerpos IgM e IgG anti-dengue. Diversos estudios se han
hecho, con el fin de evaluar el valor diagnostico combinado de estas pruebas en el
transcurso de la enfermedad mediante el uso de ELISA de captura para DENV tipo
1 (DENV1) , ELISA de captura especifico para NS1, y ELISA de captura para IgM
e 1gG, demostrando que la deteccion del antigeno NS1 puede acortar el periodo
de ventana por los primeros dias de la enfermedad; y que una combinacién entre
métodos que detectaran el antigeno NS1 y anticuerpos IgM mejoran y facilitan el
diagnéstico. La ELISA para determinacion de anticuerpos IgM e 1gG antidengue ha
demostrado ser Optima para la deteccion de infecciones primarias y secundarias.

El dengue grave se asocia con infecciones virales secuenciales, por lo que es
importante clasificar serolégicamente un caso de dengue como primario o
secundario para evaluar el riesgo de sufrir un cuadro severo de la enfermedad.
Dicha clasificacion requiere una combinacion de varias pruebas realizadas en
diferentes etapas de la enfermedad, que no es muy practico para el uso rutinario;
sin embargo, para discriminar una infeccion primaria o subsecuente, la presencia
de 1gG virus especifica es el marcador mas usado, debido a que esta representa
exposiciones previas al virus, lo que obliga regularmente a usar tanto la deteccién
de IgM como la deteccion de IgG durante la infeccion, demandando mas tiempo y
recursos econdmicos en el diagnéstico.

El gran aumento en la incidencia de infecciones por DENV en el mundo, ha puesto
en evidencia la necesidad de buscar métodos para el diagndstico preciso, que
sean simples, eficientes y rapidos desde el punto de vista seroldgico,
epidemiologico, clinico y econémico; estas caracteristicas las reune la deteccion
de anticuerpos IgM dengue-especificos por el método de ELISA; que aunque no
diferencian el serotipo infectante, son las mas usados; razones por las cuales han
surgido nuevas técnicas comerciales, con el fin de acelerar y hacer menos
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laborioso el proceso de confirmacion diagnéstica de pacientes que padecen esta
enfermedad.

La idea de este proyecto surgidé al encontrar en estudios preliminares que nifios
con infeccion primaria tienen significativamente méas alta frecuencia de células
secretoras de anticuerpos circulantes que los de infeccion secundaria, o que
conlleva a pensar que diferencias en la magnitud de la respuesta de IgM
especifica podria ser util no so6lo para la confirmacion diagnéstica de la infeccion,
sino que diferencias en sus niveles circulantes podria ser relevantes para
diferenciar entre infecciones primarias de las secundarias, ahorrando la realizacion
de un ELISA de detecciéon de IgG. Para comprobar dicha hipétesis se estimaran
las dosis 6ptimas de los anticuerpos a utilizar en un ELISA de deteccion de IgM
dengue especifica, y se probara la reactividad cruzada de la IgM humana
plasmatica especifica para DENV, para desarrollar y estandarizar un protocolo
para la deteccion de los niveles de IgM en plasma de bajo costo, el cual
eventualmente podria servir como método diagnostico y para diferenciar y
comparar dichos niveles en una infeccion primaria y subsecuente por el virus del
dengue. Este nuevo método podria ser utilizado para el diagndstico de infecciones
por el virus del dengue en zonas con recursos limitados donde el dengue es
endémico.

14



1. ANTECEDENTES

En un estudio en El Salvador, realizado durante una gran epidemia de virus
dengue-2 con muchos casos graves, se estimO que la frecuencia de infeccidon
reciente, documentada por la presencia de anticuerpos IgM o alto titulo de
anticuerpos IgG para el virus de dengue, era de 9.8%, de los cuales al menos el
44% eran infecciones secundarias.*

El diagnostico precoz y preciso de la infeccidbn por dengue es esencial para el
control de los brotes de la enfermedad. Desde hace algun tiempo, el antigeno no
estructural 1 (NS1), una glicoproteina secretada y muy conservada, se ha venido
utilizando como un marcador para el diagnostico temprano del dengue. Las
pruebas serologicas indirectas para detecciéon de anticuerpos IgM e IgG anti-
dengue, son aun los mas utilizados para el diagnostico de dicha infeccion.
Diversos estudios se han hecho, con el fin de evaluar el valor diagndstico
combinado de estas pruebas, estudiando la presencia de NS1, y anticuerpos IgM
e 1gG virus-especifico en el transcurso de la enfermedad mediante el uso de
ELISA de captura para DENV tipo 1 (DENV1) , ELISA de captura especifico para
NS1, y ELISA de captura para IgM e IgG. Uno de estos estudios demostrd que la
deteccion del antigeno NS1 puede acortar el periodo de ventana por los primeros
dias de la enfermedad; y que una combinacion entre métodos que detectaran el
antigeno NS1 y anticuerpos IgM mejoran y facilitan el diagnéstico. 2

Es importante tener en cuenta que el diagnéstico precoz de la infeccion por
dengue es crucial para un mejor manejo de la enfermedad. Por esta razén se
dispone comercialmente de examenes de diagndstico basados en la deteccién del
antigeno NS1, con diferente sensibilidad y especificidad observadas en diversos
entornos. El dengue es endémico en Indonesia y los médicos estan utilizando
cada vez mas la deteccién de NS1 para la confirmacion del dengue. Un estudié
describié el desempefio del ELISA de captura IgM y NS1 para etapas tempranas
de la infeccion, para la deteccién del dengue durante la observacion de ocho
ciudades de Indonesia, asi como la diversidad genética de NS1 y su relacion con
la deteccion de NS1. Lo que observaron basicamente es que habia una
sensibilidad relativamente baja de ELISA para NS1 para la deteccién del dengue

! HAYES, John M; et al. Risk factors for infection during a severe dengue outbreak in El Salvador
in 2000. 2003. Am. J. Trop. Med. Hyg., vol 69, p. 629-633.

> DONGMEI, Hu et al. Kinetics of non-structural protein 1, IgM and IgG antibodies in dengue type 1
primary infection. 2011. Virology Journal, vol 8.
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en muestras analizadas por RT-PCR positivas para la infeccion por dicho virus. La
tasa de deteccion aumentd significativamente cuando se combinaron los métodos
de deteccion de NS1 e IgM. En dicho estudio, la baja sensibilidad de deteccion del
antigeno NS1 no guardaba relacion con la diversidad genética NS1. Por el
contrario, el rendimiento de la prueba de antigeno NS1 se vio afectada por el
estado de infeccion de los pacientes y el origen geografico de las muestras.?

La busqueda de técnicas para la confirmacion diagnostica de Dengue y su
reciente comercializacion requieren su estudio en cuanto a sensibilidad,
especificidad, reproducibilidad, rapidez y costo. Estudios han comparado dos
técnicas seroldgicas para el diagnostico de esta infeccion, entre las que se
encuentran la Inmunocromatografia (IC) e Inmunoensayo Enzimatico (ELISA) para
la determinacién de anticuerpos IgM e IgG antidengue. Dichos estudios sugieren
qgue el ELISA es optima para la deteccion de infecciones primarias y secundarias,
mientras que IC demostr6 ser mas rapida y aplicable en caso de brotes y/o
epidemias, sin embargo es menos sensible en el diagnéstico de infecciones
secundarias por virus Dengue y consecuentemente menos adecuada para el
seguimiento y deteccion de casos de Fiebre Hemorragica por Dengue/Sindrome
de Choque (FHD/SCD) en &reas endémicas.”

La infeccibn por DENV causa un amplio espectro de enfermedades, que van
desde un cuadro subclinico hasta una enfermedad severa. El dengue grave se
asocia con infecciones virales secuenciales. Una definicion estricta de infeccion
primaria frente a infeccion secundaria requiere una combinacién de varias pruebas
realizadas en diferentes etapas de la enfermedad, que no es muy practico para el
uso rutinario. En un estudio se desarroll6 un método simple para clasificar las
infecciones de dengue como primarias o secundarias en funcion de los niveles de
IgG-dengue especifico. Una vez que se determiné la infecciébn aguda por dengue
por métodos virolégicos, un clasificador de 2-D basado en kits IgG del virus del
dengue 5olistinguié de forma confiable las infecciones primarias y secundarias de
dengue.

® ARYATI; et al. Performance of commercial dengue NS1 ELISA and molecular analysis of NS1
gene of dengue viruses obtained during surveillance in Indonesia. 2013. BMC Infectious Diseases,
vol 13, p. 2-4.

* VALERO, Nereida; et al. Comparacion entre los métodos de cromatografia e inmunoensayo
enzimatico (ELISA) en el diagnostico de dengue. 2006. Kasmera. Vol 34, p. 53-60.

® TENORIO, Marli; et al. Reliable Classifier to Differentiate Primary and Secondary Acute Dengue
Infection Based on 1gG ELISA. 2009. PLoS ONE. vol 4, p. 1-11.
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Varios ensayos han sido desarrollados para diagnosticar la infeccién por el virus
del dengue, apoyandose en técnicas de los campos de la serologia y biologia
molecular. Muchos de estos ensayos han sido un éxito, pero todavia hay una
necesidad urgente de ensayos de diagnostico, precisos, sencillos y rapidos para el
diagndstico de infeccion por el virus del dengue y para ayudar en el manejo del
paciente. Utilizando un panel de sueros bien caracterizados y una coleccion de
muestras retrospectivas obtenidas durante las epidemias de dengue que se
produjeron en Belém, Brasil, entre 2002 y 2009, un estudio realizé una
comparacion entre un ELISA de captura especifico para IgM modificada con el
"Gold standard” MAC-ELISA, con el fin de evaluar la especificidad, sensibilidad,
estabilidad, reproducibilidad y el costo-efectividad de este nuevo ensayo. Estos
resultados demostraron que el MAC-ELISA modificado es comparable a la MAC-
ELISA en términos de sensibilidad y especificidad y es altamente reproducible;
Ademas, se lleva a cabo facilmente, es menos costoso que otros formatos
disponibles y se puede completar dentro de tres horas. Por otra parte, el MAC-
ELISA modificado puede ser utilizado para el diagndstico de infecciones por el
virus del dengue en zonas con recursos limitados donde el dengue es endémico.’

El Salvador es un pais de América Central, que ha sido afectada por varios brotes
de dengue. Un estudio investigd los niveles de anticuerpos IgM, IgA, e IgE anti-
dengue en muestras de suero de los nifios en El Salvador, con un diagndstico
clinico y serolégico de la infeccién por dengue durante la epidemia por dengue 4
en el periodo 2002-2003. Setenta y una muestras de suero se analizaron por
ELISA y los casos fueron clasificados en tres grupos: 13 casos de dengue primario
(PDF), 21 de dengue secundario (SDF), y 37 de dengue hemorragico secundario
(SDHF). Ademas, la especificidad de IgM anti-dengue para los diferentes serotipos
fue probado. No se encontraron diferencias significativas en la respuesta IgM entre
PDF y SDF, pero si entre PDF y SDHF, y entre SDF y SDHF. Los valores de IgA e
IgE mostraron una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
primarios y secundarios. El porcentaje de positividad mas alta de IgA fue entre
95% (SDF) y 100% (SDHF) hacia el dia 7 de inicio de la fiebre. Todos los casos
secundarios fueron positivos para anticuerpos IgE. La especificidad de IgM se
determiné para DENV-4 en grupos DF primarias y secundarias. Este fue el primer
estudio en casos de dengue en nifios salvadorefios relacionados con la respuesta
inmune de diferentes inmunoglobulinas para el tipo de infeccién y el cuadro clinico.
Se necesitan mas estudios prospectivos para definir si el patron de

® NUNES, Marcio R.T; et al. Evaluation of an immunoglobulin M-specific capture enzyme-linked
immunosorbent assay for rapid diagnosis of dengue infection. 2010. Journal of Virological Methods.
Vol 171, p. 14-20.
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inmunoglobulinas puede determinar la infeccidon por dengue temprana y / o
gravedad’.

La idea de este proyecto surgié del hecho de encontrar que nifios con infeccion
primaria tienen significativamente mas alta frecuencia de células secretoras de
anticuerpos circulantes que los de infeccidon secundaria, lo que conlleva a pensar
que los niveles de IgM podrian ser Utiles para la diferenciacion de los dos tipos de
infecciones.

" VAZQUEZ, Susana; et al. Dengue Specific Immunoglobulins M, A, and E in Primary and
Secondary Dengue 4 Infected Salvadorian Children. 2014. Journal of Medical Virology. Vol 86, p.
1576-1583.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El diagndstico integral del Dengue se hace con base en varios criterios, entre los
gue se incluyen el cuadro clinico, factores epidemiologicos y diversos métodos de
laboratorio, basados fundamentalmente en la deteccion directa del virus o sus
compé)nentes 0 en la el analisis de la respuesta de anticuerpos generada frente al
virus.

El gran aumento en la incidencia de infecciones por DENV en el mundo, ha puesto
en evidencia la necesidad de buscar métodos para el diagndstico preciso, que
sean simples, eficientes y rapidos desde el punto de vista serologico,
epidemiologico, clinico y econdmico; estas caracteristicas las reune la deteccion
de anticuerpos IgM dengue-especificos por el método de ELISA; que aunque no
diferencian el serotipo infectante, son las mas usados; razones por las cuales han
surgido nuevas técnicas comerciales, con el fin de acelerar y hacer menos
laborioso el proceso de confirmacién diagnéstica de pacientes que padecen esta
enfermedad.

El Huila es un sitio que se encuentra en alerta epidemiologica debido al
incremento de los casos de dengue. Dicha region encabeza los departamentos
con el mayor nimero de casos de dengue a nivel nacional; ademas hay que tener
en cuenta que la replicacion del mosquito Aedes Aegypti, se favorece gracias al
clima tropical, siendo el Huila, un departamento ideal para su supervivencia. Entre
2008 y 2013 se reportaron en Colombia un total de 346.952 casos, de los cuales
24.305 correspondian a casos graves; y donde 33 de los 37 municipios del Huila
aportaron casos, siendo un departamento mesoendémico.

En Colombia a semana epidemioldgica 32 del afio 2014 el comportamiento de
dengue se ubica en zona de alerta con 66265 casos totales de dengue, 64625 (98
%) de dengue y 1640 (2 %) de dengue grave, que a la fecha se encuentran
distribuidos asi: probables: 37292 (58 %) casos de dengue y 624 (38 %) de
dengue grave; confirmados: 27333 (41 %) casos de dengue y 1016 (62 %) de
dengue grave. En el departamento del Huila hasta el periodo VIl de 2014 se han
reportado 4906 casos totales, con 4795 (98 %) de dengue y 112 (2 %) de dengue
grave, que a la fecha se encuentran distribuidos asi: probables: 2158 (35 %)

® VALERO, Nereida; et al. Comparacién entre los métodos de cromatografia e inmunoensayo
enzimatico (ELISA) en el diagnostico de dengue. 2006. Kasmera. Vol 34, p. 53-60.
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casos de dengue y 10 (7 %) de dengue grave; confirmados: 2637 (65 %) casos de
dengue y 102 (93 %) de dengue grave. El departamento se encuentra en zona de
brote segun el canal epidemioldgico, a su vez un total de 12 municipios en Brote,
14 en zona de alerta, 6 en zona de seguridad y 5 en zona de éxito. Se han
confirmado 2 muertes por dengue procedentes de Neiva y Yaguara; con estos
resultados la letalidad del dengue en el nivel departamental es de 1,78% y para los
municipios el 2,2% y el 12,5% de letalidad respectivamente. Por todo esto, se
infiere que el Huila es un escenario ideal para el estudio de la enfermedad.’

Las técnicas de ELISA se caracterizan por tener una alta reproducibilidad,
sensibilidad y especificidad diagnéstica para la determinacion de anticuerpos IgM
antidengue. La técnica cuenta con ciertas desventajas, que tienen que ver con el
tiempo empleado para su ejecucion, y que la determinacion de anticuerpos IgM e
IgG es por separado; no obstante, su alto valor diagndstico es evidente en el
monitoreo de infecciones primarias.

Actualmente no existe un método sencillo, rapido y confiable que se pueda utilizar
de forma rutinaria para discriminar entre infecciones primarias y secundarias en
los primeros dias de una infeccion; sin embargo, para discriminar una infeccién
primaria o subsecuente, la presencia de IgG virus especifica es el marcador méas
usado, debido a que esta representa exposiciones previas al virus, o que obliga
regularmente a usar los dos marcadores durante la infeccion, demandando mas
tiempo y recursos econdmicos en el diagndstico. Otras pruebas usadas
ampliamente incluyen: 1) la inhibicion de la hemaglutinacion (HI), cuyo principio
basico es determinar los titulos de anticuerpos inhibidores de hemaglutinacién en
sueros pareados, puesto que el DENV es capaz de aglutinar eritrocitos de ganso y
de humano del grupo O, y como consecuencia, durante la infeccién por DENV se
forman anticuerpos que se unen al virus e inhiben la hemaglutinacion; de acuerdo
a esto, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda este método para
la clasificacion seroldgica de infecciones de dengue, siendo un caso probable de
dengue un paciente que presente titulos de anticuerpos por IHA igual o mayor que
1280; y un caso secundario de dengue una muestra tomada en periodo
convaleciente (7 o mas dias después de iniciado los sintomas) y con un titulo igual
0 mayor a 2560, o que se encuentre en los 5 primeros dias de la enfermedad y
presente algun titulo de anticuerpo. Sin embargo, este ensayo es de mucho
tiempo y se han observado reacciones cruzadas entre Flavivirus; por tanto una
prueba serolégica positiva nunca puede ser tomada totalmente como un criterio de

® GOBERNACION DEL HUILA, SECRETARIA DE SALUD DEPARTAMENTAL. Boletin
epidemiolégico mensual 2014; periodo epidemioldgico 08 (13 de Julio de 2014- 09 de Agosto de
2014), p. 1-30.
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identificacion del virus causante de la infeccidn. 2) La prueba de neutralizacion por
reduccion de placas (PRNT), es una ténica que tiene alta especificidad; en este
caso los virus pueden ser aislados en cualquier sistema. Dicho método puede ser
usado para la identificacion viral (frente a un suero hiperinmune conocido a una
dilucion constante) o para conocer diferencias en el titulo neutralizante entre el
suero de un paciente en fase aguda y un suero en fase convaleciente. Este
meétodo genera resultados variables ya que éstos dependen de las cepas de virus
y lineas celulares usadas, lo que limita su utilidad en la mayoria de los
laboratorios, y el hecho de que los resultados tardan varios dias para obtener
tiende a limitar su utilidad clinica. 3) la inmunofluorescencia se basa en la unién de
un anticuerpo marcado con un fluorocromo a su antigeno homologo. Como la
actividad inmunoldgica de estos anticuerpos no se altera, la capacidad de los
mismos de unirse a los antigenos homdlogos permanece integra. Esta técnica se
ha convertido en un método muy util para el diagnostico de dengue, debido a la
alta especificidad de la reaccién Ag-Ac; ademas el tiempo que se requiere es
relativamente corto. Un aislamiento positivo confirma un caso de dengue.

La definicién de las infecciones primarias y secundarias de dengue por medio de
estos criterios rigurosos resulta muy costoso, y la mayoria de los laboratorios
clinicos en los paises donde el dengue es endémico no poseen la infraestructura
necesaria para su realizacion, por tanto no pueden realizar de forma rutinaria
todos estos ensayos. Incluso cuando todos los ensayos estan disponibles, a causa
de las fechas de las colecciones de sangre y las ventanas inmunoldgicas, no
siempre es posible definir sin ambigliedades cuando nos encontramos ante una
infeccién primaria o secundaria.

Estudios preliminares demuestran que nifios con infeccidbn primaria tienen
significativamente mas alta frecuencia de células secretoras de anticuerpos
circulantes que los de infeccion secundaria. No es completamente claro si los
niveles de IgM dengue-especifica son iguales en los dos tipos de infecciones; por
lo tanto, se podria inferir que diferencias en la magnitud de la repuesta de IgM
especifica podria ser util no solo para la confirmacién diagnéstica de la infeccion
sino que diferencias en sus niveles circulantes podria ser relevantes para
diferenciar entre infecciones primarias de las secundarias, ahorrando la realizacion
de un ELISA de deteccion de IgG. Para ello, es necesario estandarizar un ELISA
para la deteccion de IgM dengue especifica que sea util para comparar los niveles
de IgM durante una infeccién primaria y secundaria por el virus del dengue.

Se estimaran las dosis Optimas de los anticuerpos a utilizar en un ELISA de
deteccién de IgM dengue especifica, y se probara la reactividad cruzada de la IgM
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humana plasmatica especifica para DENV, para estandarizar un protocolo para la
deteccion de los niveles de IgM en plasma, el cual eventualmente podria servir
como meétodo diagndstico y para diferenciar y comparar dichos niveles en una
infeccion primaria y subsecuente por el virus del dengue.

De acuerdo a esto, ¢Es posible desarrollar un ELISA propio para la deteccion de
IgM dengue-especifica plasmética eficiente y de bajo costo?
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3. JUSTIFICACION

La clasificacion serolégica de un caso de dengue como primario o secundario es
muy util para evaluar el riesgo de sufrir un cuadro severo de la enfermedad,
puesto que se ha planteado que uno de los factores de riesgo para el dengue
grave, se relaciona con la infeccion secundaria. Diferentes estudios han
demostrado una alta sensibilidad y especificidad diagnéstica para la determinacion
de anticuerpos IgM antidengue a través de las técnicas de ELISA e
Inmunocromatografia; donde ELISA ha demostrado ser altamente sensible en
contraste con la inmunocromatografia, en la deteccion de infecciones secundarias.
En la actualidad, no existe ninguna prueba rapida, sencilla, facil y econémica que
sea aceptable para hacer un diagndstico definitivo de dengue; sin embargo, los
métodos seroldgicos basados en la deteccion de los anticuerpos IgM e IgG, a
pesar de que son métodos menos confiables que los viroldgicos, son mas
accesibles y por tanto mas ampliamente utilizados en muchos laboratorios. La
proteina NS1 es de gran importancia en el diagndstico, constituyendo el principal
marcador diagnostico de infeccion temprana. Clasicamente se ha usado la IgM y
la 1gG como dos marcadores para distinguir una infeccién primaria de una
secundaria, pero esto implica mas tiempo y mas costos. Una definicion estricta de
infeccion primaria frente a infeccidbn secundaria requiere una combinacion de
varias pruebas realizadas en diferentes etapas de la enfermedad, que no resulta
muy practico para el uso rutinario. Como consecuencia, se han ideado nuevas
técnicas comerciales, con el fin de hacer menos laborioso y mas rapido el proceso
de confirmacion diagndstica de pacientes que padecen esta enfermedad. Ademas,
el gran aumento en la incidencia de infecciones por DENV en todo el mundo, ha
puesto en evidencia la gran necesidad de buscar nuevos métodos que sean
rapidos, seguros y confiables para lograr un diagnéstico exacto y una vigilancia
adecuada que permita el control del vector y el cese definitivo de la transmisién
viral. Aln no es conocido si los niveles de IgM dengue-especifica son iguales en
el curso de una infeccidbn primaria o secundaria por DENV, por lo que las
diferencias en la magnitud de la respuesta y las diferencias en los niveles
circulantes de IgM dengue-especifica sérica podria ser un marcador Util para la
confirmacion diagnéstica y para diferenciar ambos tipos de infecciones, ahorrando
la realizacién de un ELISA de deteccion de IgG, lo que implicaria un mayor costo-
beneficio en este tipo de diagndsticos. Este nuevo método podria ser utilizado
para el diagnéstico de infecciones por el virus del dengue en zonas con recursos
limitados donde el dengue es endémico.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un protocolo para la deteccidon de los niveles de IgM dengue-especifica
por ELISA de bajo costo para el diagndstico de dengue.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Detectar la IgM humana plasmatica especifica para el virus del dengue.

Determinar la funcionalidad y dosis 6ptimas de los anticuerpos a usar para la
creacion de un ELISA para deteccion de IgM virus-especifica.

Probar la reactividad cruzada de la IgM especifica para dengue presente en las
muestras.
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5. MARCO TEORICO

El dengue es una enfermedad febril aguda de origen viral y de distribucion
mundial, cuya incidencia aumenta como consecuencia de la urbanizacion de
zonas rurales, propiciando condiciones ideales para la replicacion del vector, el
mosquito Aedes Aegypti. El virus pertenece a la familia Flaviviridae, cuyo material
genético se compone de ARN de cadena sencilla y polaridad positiva. La
enfermedad es causada por la infeccion con cualquiera de los 4 serotipos del
complejo dengue denominados dengue 1 a dengue-4 (DENV-1 a DENV-4). En la
mayor parte de los casos, las infecciones son asintomaticas o subclinicas. En
Colombia se reportaron 346,952 casos de dengue entre 2008 y 2013, de ellos
24,305 correspondieron a casos graves; 33 de los 37 municipios del Huila
aportaron a la casuistica nacional, siendo considerado por tanto un Departamento
mesoendémico.

En cuanto a la clinica, los grupos de mayor riesgo en pacientes con dengue
incluyen las gestantes, nifios menores de 5 afios, la presencia de enfermedades
cronicas (HTA, DM, EPOC, anemia, insuficiencia renal crénica, enfermedades
cardiovasculares, enfermedad arterial periférica, enfermedades autoinmunes, etc);
evidentemente los pacientes que viven solos y que tienen un dificil acceso a un
servicio de salud y aquellos que viven en la pobreza extrema, pertenecen también
a este grupo. Actualmente el dengue se clasifica segun la OMS en: 1) dengue con
signos de alarma, 2) dengue sin signos de alarma y 3) dengue grave. Los signos
de alarma son: dolor abdominal intenso, vOmitos persistentes, hipotension
postural/lipotimias, hepatomegalia dolorosa, hemorragias importantes (melenas,
hematemesis), somnolencia o irritabilidad, disminucién de la diuresis, disminucion
repentina de la temperatura/hipotermina, aumento del hematocrito y caida abrupta
de plaquetas, y acumulacién de liquidos (ascitis, derrame pleural, edema). Es
importante reconocer también los signos de choque que ponen en peligro la vida
del paciente, que son: presion arterial convergente (PA diferencial <20 mmHg),
pulso rapido vy fino, llenado capilar >2 segundos, extremidades frias y cianosis, e
hipotensién arterial, pues su presencia indica que el paciente esta critico y que
debe ser internado en UCI.*°

Esta enfermedad consta de 3 fases clinicas: la primera de ella es la fase febril que
ocurre en los primeros 4 dias de iniciados los sintomas, y se caracteriza por

' ROJAS, Diana Patricia; et al. Guia para la atencién clinica integral del paciente con dengue,
Bogota 2010, Ministerio de proteccion social de la Republica de Colombia. p. 1-45
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aumento de la viremia, aumento progresivo del hematocrito, disminucion del
recuento de plaquetas y deshidratacién, ademéas de fiebre de aproximadamente
40°. La segunda ocurre entre el dia cuarto y sexto, es llamada fase critica, pues es
el periodo donde el individuo mayor riesgo tiene de hacer complicaciones, entre
ellas la falla multiorganica, shock y hemorragias severas; en esta fase, la
temperatura, las plaquetas y el hematocrito pueden estar normales, y la IgM e 1gG
comienzan a aparecer. Durante una infeccion, la segunda fase puede estar
ausente, y el individuo puede pasar directamente de la primera a la tercera fase,
gue es la fase de recuperacion, donde hay reabsorcion de liquidos y una mejoria
evidente. Cabe resaltar que en esta Ultima fase puede haber un signo de
resolucién, que es un brote en extremidades denominado “islas blancas en el mar
rojo”.

Cuando un individuo no ha estado expuesto previamente al virus del dengue y es
infectado por éste (primoinfeccidn), se desarrolla una respuesta primaria de
anticuerpos caracterizada por un aumento lento de anticuerpos especificos. La
IgM es el primer isotipo de inmunoglobulina en aparecer y se produce
transitoriamente; es posible detectarlos en el 50% de los pacientes 80% para el
dia 5, 0 a 99% para el dia 10. Los niveles de IgM alcanzan el pico
aproximadamente a las 3 semanas después de la aparicion de los sintomas, y
posteriormente, a los 2-3 meses declinan a niveles no detectables, razon por la
cual su deteccion en una muestra de suero indica una infeccidn activa o reciente.
La IgG son bajos al final de la primera semana de la enfermedad, y desde
entonces aumentan lentamente. Esta respuesta mediada por 1gG hacia la
infeccion por el virus del dengue puede perdurar durante décadas e incluso de por
vida. Durante una infeccion subsecuente, igualmente se producen anticuerpos IgM
de forma transitoria. Los niveles de IgG dengue especifica se elevan en mayor
proporcion de forma mas precoz comparado con una infeccion primaria. En este
caso la IgG es el isotipo de inmunoglobulina que predomina, y se detecta a niveles
altos aun en la fase aguda y persisten por periodos que duran de 10 meses a toda
la vida. Los primeros niveles de IgM en la etapa de convalescencia son
significativamente mas bajos en las infecciones secundarias que en las primarias y
en algunos casos es posible no detectarlos. Los anticuerpos generados son
especificos contra el serotipo del virus causante de la enfermedad, pero no
protegen contra otro serotipo, de manera que durante infecciones subsecuentes
se presenta reactividad cruzada con los diferentes serotipos. La produccién de
estos anticuerpos neutralizantes contra el virus del dengue resulta efectiva en el
control de la infeccién, pero como ya menciond, si se produce una infeccién
secundaria con un serotipo diferente, se presenta el fenbmeno denominado
Amplificaciébn dependiente de anticuerpos, el cudl favorece la interiorizacion de
particulas virales opsonizadas por el receptor FCyRIl en macrofagos y células
dendriticas, lo cual a su vez incrementa la transcripcion/traducciéon de los genes
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para “1'1_}22' IFN-y y TNF-a y promueve la expresién/sintesis de aquellos para IL-6 e
IL-10.

Las técnicas de diagnoéstico seroldgico son las mas utilizadas a nivel internacional,
particularmente aquellas en las que se determina la IgM dengue especifica e I1gG
mediante ELISA u otros métodos. El estudio serologico para IgM no debe
indicarse antes del 5to dia, sino preferentemente a partir del 6to dia. No
constituye, por tanto, una ayuda al médico de asistencia para decidir conductas,
pues el paciente puede agravar a partir del 3to 6 4to dia. No obstante, es
importante indicar estos estudios serologicos, pues el resultado de laboratorio
completa el tripode diagnéstico junto con la clinica y la epidemiologia.*®

Es importante diferenciar cuando se esta frente una infeccibn primaria o
subsecuente por el virus del dengue, puesto que estudios epidemioldgicos han
demostrado que hasta el 90% de las formas severas se presentan en infecciones
subsecuentes. Para la identificacién de estas dos, los criterios mas utilizados son
los serologicos. Una infeccidn primaria se define como la ausencia de anticuerpos
IgG anti-dengue especificas en las primeras muestras de suero obtenidas durante
la fase aguda, con IgM anti-dengue positivo, y aislamiento del virus y/o ARN, con
aparicién de IgG virus-especifica en la fase de convalecencia. En contraste, la
infeccion secundaria por dengue se define por la presencia de IgG anti-dengue
especifica y la ausencia de IgM anti-dengue en la primera muestra (puede estar o
no), junto con una RT-PCR positivos y/o el aislamiento del virus, seguido por la
presencia de IgM anti-dengue en una muestra posterior.

Diversos estudios demuestran una alta sensibilidad y especificidad diagndéstica
para la determinacién de anticuerpos IgM antidengue a través de las técnicas de
ELISA e Inmunocromatografia; por el contrario, ELISA ha demostrado ser
altamente sensible en relacién a la inmunocromatografia en la deteccion de
infecciones secundarias.**

' CASTRO, Maria Eugenia; et al. Respuesta inmune e inmunopatogénesis en las infecciones con
el virus del dengue. 2013. Gaceta Médica de México. Vol 149, p. 531-540.

2 OMR y ETR. Dengue: guias para el diagnéstico, tratamiento, prevencion y control. 2010, p. 1-
151.

¥ MARTINEZ, Eric. Dengue. 2008. Estudos Avangados. Vol 22.
1 VALERO, Nereida; et al. Comparacion entre los métodos de cromatografia e inmunoensayo

enzimatico (ELISA) en el diagnostico de dengue. 2006. Kasmera. Vol 34, p. 53-60.
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El diagnéstico integral del Dengue se basa en distintos elementos que incluyen: el
cuadro clinico, factores epidemioldgicos, y diversos métodos de laboratorio,
basados fundamentalmente en el aislamiento e identificacion viral, la deteccion del
genoma por la técnica de TR-RCP, y las técnicas seroldgicas; cada uno de ellos
con distintos grados de sensibilidad, especificidad y complejidad. El aislamiento
viral y la RT-PCR son dos métodos que brindan un diagndstico mas confiable de la
infeccion. No existe actualmente ninguna prueba rapida, sencilla, facil y econémica
que pueda ser considerada aceptable para un diagnéstico definitivo de dengue; sin
embargo, los métodos seroldgicos basados en la deteccion de los anticuerpos IgM
e 1gG, a pesar de que son métodos menos confiables, donde la reactividad
cruzada de los anticuerpos puede generar dudas dentro del mismo género
flavivirus, son mas accesibles y por lo tanto mas ampliamente utilizados en
muchos laboratorios que no tienen todas las condiciones para desarrollar los
métodos virologicos. La proteina NS1 es de gran importancia en el diagndstico,
debido a que es secretada al medio extracelular en la etapa virémica de la
infeccion, constituyendo el principal marcador de infeccién temprana. La IgM y la
IgG son dos marcadores ampliamente usados de igual forma para distinguir las
distintas formas de la enfermedad, sea primaria o secundaria. Por todas estas
razones, han surgido nuevas técnicas comerciales, con el fin de aligerar y hacer
menos laborioso el proceso de confirmacion diagnoéstica de pacientes que
padecen esta enfermedad. Ademas, el abrupto crecimiento en la incidencia de
infecciones por DENV en el mundo, ha puesto en evidencia la necesidad de
buscar métodos nuevos, rapidos, seguros y confiables para lograr un diagnéstico
preciso y una vigilancia adecuada que permita el control del vector y el cese de la
transmision viral.

La prueba de ELISA IgG es usada para la deteccién de infecciones por dengue
recientes o pasadas, sOlo si se recolectan sueros pareados dentro del periodo
correcto. Esta prueba usa los mismos antigenos que la prueba MAC-ELISA. El uso
de este tipo de ELISA para la captura de IgG especifico para envoltura y
membrana permite la deteccion de IgG durante un periodo de 10 meses después
de la infeccidn. Ante una infeccidn primaria, este método detectara la aparicién de
anticuerpos IgG no presentes en muestras anteriores. Los anticuerpos IgG duran
toda la vida, sin embargo, con la medicién de ELISA IgG indirecto revestido con
antigenos de envoltura y membrana, es posible detectar un aumento cuadriplicado
0 mayor en los anticuerpos IgG en sueros pareados de fase aguda y de
convalecencia para documentar infecciones recientes, y confirmar el paciente esta
ante una infeccion secundaria. También se utiliza un método de inhibicion de
ELISA (EIM) para detectar anticuerpos IgG dengue especificos, para el
diagnéstico seroldgico y la vigilancia de los casos de dengue. Este sistema se
basa en la competencia por los sitios de antigeno por parte de los anticuerpos IgG
del dengue en la muestra y en el conjugado humano IgG anti-dengue. Este
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método se puede usar para detectar anticuerpos IgG en suero 0 plasma y
muestras de sangre almacenadas en papel de filtro, y permite la identificacion de
un caso como infeccidn primaria o secundaria por dengue. Después de las
infecciones virales, los anticuerpos recientemente producidos son menos avidos
gue los anticuerpos producidos meses o afios después de la infeccion. La avidez
de los anticuerpos se usa en algunos laboratorios para distinguir entre las
infecciones primarias y las secundarias del dengue. Dichas pruebas no se usan
extensamente y no estan disponibles comercialmente.™

> oMR y ETR. Dengue: guias para el diagnostico, tratamiento, prevencion y control. 2010, p. 1-
151.
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6. DISENO METODOLOGICO

6.1 TIPO DE ESTUDIO

El presente trabajo de investigacion es un estudio de intervencion experimental,
cuyo propésito es determinar la funcionalidad y dosis 6ptima de los anticuerpos a
usar en un ELISA de deteccion de IgM, asi como la reactividad cruzada de IgM
humana plasmética especifica para DENV durante una primoinfeccion, para la
estandarizacion de un protocolo para deteccion de IgM humana plasmatica
especifica para el virus del dengue mediante la técnica de ELISA, el cual podria
ser usado para la diferenciacion y diagnostico de individuos que estén cursando
con infeccién primaria o subsecuente por el DENV, de una manera simple y
rapida, evitando la realizacion de un ELISA de deteccion de IgG.

6.2 LUGAR

La investigacion se desarrollé en el departamento del Huila, debido a que en dicha
region existe un alto numero de casos y se considera como zona endémica de
dengue; ademas actualmente se encuentra en alerta epidemioldgica debido al
incremento de los casos, y encabeza los departamentos con el mayor numero de
casos de dengue a nivel nacional; adicionalmente hay que tener en cuenta que
Huila es una zona con clima tropical propiciando condiciones adecuadas para la
replicacion del mosquito Aedes Aegypti y para su supervivencia.

6.3 POBLACION Y MUESTRA

Se estudiaron muestras de plasma de dos nifios con infeccién aguda por el virus
del dengue, diagnosticados de acuerdo a los criterios establecidos por la OMS, y
confirmados por la deteccion de la proteina no estructural-1 (NS-1) y/o por ELISA
de deteccion de IgM dengue-especifica, y el serotipo infectante fue determinado
por RT-PCR convencional. Dichas muestras hacen parte de una seroteca del
laboratorio de Inmunologia de la universidad Surcolombiana. Los padres firmaron
el consentimiento informado de cada uno de los nifios incluidos. Las
catacteristicas socioepidemiologicas de los nifios incluidos se muestran en la
Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas socio epidemiolégicas de los pacientes.

Paciente Sev 56 Sev 205
Edad (meses) 168 7
Dia de fiebre 4 4
Tipo de infeccion Secundaria | Primaria
Serotipo infectante DENV-2 DENV-2
NS1 en plasma (Panbio Units) 19 32.1
IgM en plasma (Panbio Units) 22 37.6
IgG en plasma (Panbio Units) 38 7.6

Dos a cuatro mililitros de sangre venosa fue recolectada en tubos con EDTA.
Dichos tubos fueron centrifugados a 300 x g, y el plasma fue recolectado y
guardado a -70°C hasta el momento del andlisis.

6.4 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS PARA LA RECOLECCION DE
INFORMACION

La técnica del presente proyecto de investigacion son las mediciones
biofisiologicas. En base a la lectura de distinta bibliografia se estableciéo un
protocolo de ELISA para la deteccién de IgM humana plasmatica especifica para
el virus dengue, dicho protocolo se sujetd a un analisis de variables para
determinar las concentraciones Optimas de anticuerpos a usar en el experimento.
El protocolo fue establecido como sigue:

6.4.1. Materiales

6.4.1.1. Reactivos

Pipeta monocanales de 1000, 200, 10, 5 uL y multicanales de 50 y 200 uL
(BRAND)
Buffer salino fosfato (PBS) estéril (Cell Gro, Cat: 20-031-CV)
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Tween 20 10% (ACROS, Cat. 23336-2500)

Leche descremada en polvo (Slight, Colanta, Lote 7)

Fragmento F(ab’)2 anti-lgM humana purificado de cabra (KPL, Cat:201-1003)
Lisado celular infectado con DENV-2 y mock

Anticuerpo anti-DENV-2 Clon 3H5-1, Lote 1-26-03

Dengue virus complex Monoclonal Clon M8051125 (Anti-DENV-4) (Fitzgerald, Cat:
10-D35)

Anticuerpo anti-lgG de raton biotinilado purificado de cabra (KPL, Cat: 16-18-02)
Estreptavidina-Peroxidasa (KPL, Cat: 14-30-00)

Tetrametilbenzidina (TMB, KPL, Cat: 50-76-00)

Acido Sulfarico 2M (MERCK, Cat K38346532)

Placa de ELISA de 96 pozos de alta afinidad (NUNC, Cat: 44-2404-21)

Tubos Falcon de poliestireno 15 ml (BD, Cat: 352099)

Tubos Falcon de polipropileno 50 ml (BD, Cat: 352070)

Tubos eppendorf 1.5 ml

Recipiente para solucion de lavado

6.4.1.2. Equipos

Incubadora (Heraus)
Lector de ELISA Multiskan FC (Thermo)

6.4.1.3. Muestra.

Plasma de nifio con infeccion aguda por DENV-2, secundaria, Dx: Dengue severo.
Cddigo: Sevs6C.

6.4.2. Metodologia

Cubrir los pozos de la placa de ELISA con fragmento F(ab’)2 anti-lgM humana
purificado de cabra a una concentracion de 2ug / ml (1/500) en PBS 1X; agregar
70 ulL/pozo e incubar toda la noche a 4°C. Se cubren los bordes con 150 uL de
PBS 1X.

32



Al dia siguiente descartar la solucién y agregar 150 uL de blotto 5% (solucién de
bloqueo= por pozo y 150 uL de PBS 1X en los bordes de la placa e incubar por 1
hora a 37°C.

Descartar la solucion y agregar muestras (diluidas al 1/50, 1/100, 1/200, 1/400 y
1/800 en Blotto 2.5% ) y control negativo (Blotto 2.5%), 70 ulL/pozo, segun el
mapa, y 150 uL de PBS 1X en los bordes de la placa. Incubar por 2 horas a 37°C.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 il 12
PBS PBS
A 1X 1X
150 150
uL uL
B 1/50 1/100 1/200 1/400 1/800 1/50 1/100 1/200 1/400 1/800
C 1/50 17100 | 1/200 | 1/400 1/800 1/50 1/100 | 1/200 1/400 1/800
D 1/50 1/100 | 1/200 | 1/400 | CONTROL | 1/50 1/100 | 1/200 1/400 | CONTROL
Blotto Blotto
2.5% 2.5%
E 1/80 1/100 | 1/200 | 1/400 | CONTROL [ 1/50 1/100 | 1/200 1/400 | CONTROL
Blotto Blotto
2.5% 2.5%
F 1/50 17100 1/200 1/400 1/800 1/50 1/100 1/200 1/400 1/800
G
1/50 17100 1/200 1/400 1/800 1/50 1/100 1/200 1/400 1/800
H Pes PBS
1X 1X
150 150
uL uL

Lavar 4 veces manualmente con la solucion de lavado (Tween 20 0,1% en PBS
1X). Agregar 70 ulL/pozo de lisado celular infectado con DENV y mock (diluidos
1/10 en blotto 2.5%) y 150 uL de PBS 1X en los bordes de la placa. Incubar por 1
hora a 37° C.

1 2 3 4 i 6 T 8 9 10 11 12
PBS PBS
A 1X 1X
150 150
ul ulL
B LISADO | LISADO | LISADQ | LISADO | LISADQ | LISADO | LISADO | LISADO | LISADO | LISADO
DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENVY-2 | DENV-2 | DENY-2
c LISADO | LISADO | LISADQ | LISADO [ LISADO | LISADO | LISADO | LISADO | LISADO | LISADO
MQCK | MOCK | MOCK | MOCK | MOCK | MOCK | MOCK | MOCK | MOCK | MOCK
D LISADO | LISADO | LISADC | LISADO [ LISADC | LISADO | LISADO | LISADO | LISADO | LISADO
DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DEMNV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENV-2
E LISADO | LISADO | LISADC | LISADO | LISADO | LISADO | LISADC | LISADO | LISADO | LISADO
MQOCK | MOCK | MOCK | MOCK | MOCK | MOCK | MOCK | MOCK | MOCK | MOCK
F LISADO [ LISADO [ LISADC | LISADO [LISADO [ LISADO [ LISADO | LISADO | LISADO | LISADO
DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENVY-2 | DENV-2 | DENY-2
& LISADO | LISADO | LISADQ | LISADO | LISADQ | LISADO | LISADO | LISADO | LISADO | LISADO
MOCK | MOCK | MOCK | MOCK | MOCK | MOCK | MOCK | MOQCK | MOCK | MOCK
H |"PBS PBS
1X 1X
150 150
ul uL
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Lavar 4 veces manualmente con solucion de lavado. Agregar 70 ul/pozo de
anticuerpo anti-DENV-2 (Clon 3H5-1) y de dengue virus complex monoclonal (Clon
M8051125) diluidos 1/100 (10 pg/ml), 1/500 (2 ug/ml) y 1/2000 (1 pg/ml) en blotto
2.5%, segun el mapa, y 150 uL de PBS 1X en los bordes de la placa. Incubar por 1
hora a 37°C.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A P85 1X PBS 1X
150ul 150ul
150 1/100 1/200 1,/400 1/800 /50 1/100 1/200 1/800
B UsADO | LisaDo LISADC LISADC USADO | LIsADO | LsADO LISADO LISADO
) | pewv-2 | penv-2 | penv-2 | DEwv-2 | DENv-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 DENV-2
‘ LApe T\ T 50 1/100 1/200 1/200 1/800 1/50 1/100 1/200 1/800
c SADO SADO SADO SADO SADO | LISADO | LISADO LISADO LISADO
_ Mac MOCK MOCK MOCK MOCK
1/50 1/100 1/200 1/200 | CONTROL | 1/50 17100 1/200 CONTROL
D LUsADO | LisaDo LISADC LISADC Blatto LISADO | LISADO LISADO Blatto
DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 2,5% DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 2,5%
1/5po K
I 1/50 1/100 1/200 1/200 | CONTROL | 1/50 17100 1/200 1/400 | CONTROL
e DO SADO SADO SADO Blatto LISADO | LISADO LISADO Blatto
L 2,5% MOCK MOCK MOCK 2,5%
1 150 1/100 1/200 1/400 1/300 1/50 17100 1/200 1/800
F UsADO | LisaDo LISADC LISADC USADO | LIsADO | LsADO LISADO LISADO
DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 | DENV-2 DENV-2 DENV-2
‘ 1/ 13054 1/50 1/100 1/200 1/400 1/800 1/50 1/100 1/200 1/400 1/800
G UsADO | LisaDo LISADC LISADC USADO | LIsADO | LsADO LISADO LISADO LISADO
|| moc MOCK MOCH M OCK MOCK MOCK MOCK MOCK MOCK MOCK
P85 1X PBS 1X
H 150ul 150uL
Anti-DENV-2, Clon 3H5-1

DENV Complex Monoclonal

Lavar 4 veces manualmente con solucién de lavado. Agregar 70 ulL/pozo del
anticuerpo anti-lgG de raton biotinilado purificado de cabra diluido 1/1000 en blotto
2.5% (0,5 mg/ml) y 150 uL de PBS 1X en los bordes de la placa. Incubar por 1
hora a 37°C. Lavar 4 veces manualmente con solucién de lavado.

Agregar 70 ulL/pozo de estreptavidina-peroxidasa diluida 1/1000 en blotto 2.5%
(0,5 mg/ml)y 150 uL de PBS 1X en los bordes de la placa. Incubar por 1 hora a
37°C. Lavar 4 veces manualmente con solucion de lavado.

Agregar 70 uL/pozo de TMB. Detener con 17,5 uL/pozo de acido sulftrico 2M.
Leer la placa en el lector de ELISA a 450 nm

De acuerdo al analisis de los resultados se observaron las dosis 6ptimas tanto de
de los anticuerpos Anti-DENV, que demuestren mejor funcionalidad en el
experimento. Las diluciones con pozos densidad éptica doble o méas altos que el
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control negativo y tratados de forma simulada fueron considerados positivos. De
igual forma se observo si los anticuerpos usados tienen reactividad cruzada con
otros serotipos y se hizo un segundo experimento con las dosis establecidas como
Optimas para probar la reactividad cruzada de la IgM especifica para DENV
presente en la muestra. Los resultados fueron usados para estandarizar un
protocolo para la deteccion de IgM virus-especifica presente en plasma mediante
la técnica de ELISA. Se pretende que dicho protocolo sea usado posteriormente
para comparar los niveles de IgM dengue especifica entre nifios con infeccion
primaria, infeccion secundaria y nifios sanos. De acuerdo a esos niveles, se
espera que los niveles de IgM en el plasma de los nifios sean Utiles para
diagnosticar cuando se esta frente a una primoinfeccibn o a una infeccidn
subsecuente por el virus del dengue.

6.5 INSTRUMENTO PARA RECOLECCION DE INFORMACION

Con el objetivo de crear el protocolo de detecciébn de IgM dengue especifica
mediante ELISA, se elabor6 un instrumento de mediciébn donde se incluyeron
datos como las densidades o6pticas para cada uno de los pozos de la placa de
ELISA. Dichos datos se recolectaron por medio de mediciones por la técnica de
ELISA. Ver anexos.

6.6 PRUEBA PILOTO

Para el disefio del estudio piloto se realizaron dos pruebas de ELISA para
deteccién de Inminglobulinas totales humanas, con el objetivo de familiarizarse
con la técnica y el protocolo basico de deteccidén de IgGs totales humanas en una
muestra pool de inmunglobulinas plasméativas, y de alcanzar una sensibilidad
adecuada en la deteccion de dichas sustancias y lograr un afianzamiento en la
interpretacion de los resultados. Lo que se pretendia era realizar una serie de
diluciones de la muestra pool de IgGs totales (1/10°, 1/10°, 1/2 x 10°, 1/4 x 10°, 1/8
x 10° 1/1,6 x 107, 1/3,2 x 10’, 1/6,4 x 10’, 1/1,28 x 108, %,56 x 10°), con el
proposito de alcanzar una dilucién limite de deteccién de 1/3,2 x 107, lo cual
representaba una sensibilidad adecuada en la realizacion de la técnica de ELISA.

En la primera practica se usaron las dosis de inmunoglobulinas totales a las
diluciones mencionadas anteriormente por duplicado cada uno y se compar6 con
el control negativo para cada dilucion. Posteriormente se realiz0 la lectura
mediante el lector de ELISA y se analizaron los datos bajo los parametros de
desviacion estandar e intervalo esperado mediante el programa Microsoft Excel
2010 demostrando que habia una baja variabilidad de los datos; y bajo los
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pardmetros de Pearson r, Valor P, R cuadrado e intervalo de confianza
demostrando una correlacién directa entre los datos y un adecuado nivel de
confianza, donde los resultados eran estadisticamente significativos. El
experimento fue interpretable, y se alcanzo6 la dilucion limite, observando una
adecuada sensibilidad y por lo tanto una familiarizacion con el protocolo de
deteccién de Inmunoglobulinas totales.

Se realizé un segundo experimento, en el cual igualmente se alcanzé la dilucion
limite, y se concluyé por lo tanto que la sensibilidad era apropiada y que el manejo
de la técnica de ELISA era adecuado.

6.7 CODIFICACION Y TABULACION

La codificacion y tabulacion de las variables se realiz6 una vez se obtuvo los datos
de las densidades Opticas de cada una de las diluciones de las muestras de
plasma de nifios con infeccion primaria y secundaria por dengue, Estos datos se
compararon con controles negativos para asegurar la validez de los resultados.
Cada una de las variables se analiz6 hallando el spearman r y valor P. Ver
anexos.

6.8 PLAN DE ANALISIS

Se realiz6 un analisis de los resultados por medio de estadistica inferencial debido
a que se determinaran propiedades de la respuesta inmune de individuos que
cursen con infeccion por virus del dengue, por medio de métodos y procedimientos
qgue incluyen la toma de muestras de suero; la lectura de las densidades Opticas
de las diluciones bajo la técnica de ELISA. El andlisis estadistico se hizo por
medio del software Microsoft Excel 2010, y GraphPad Prism® 6.0 (GraphPad
Software, La Jolla, CA). Los datos son presentados como media y las respectivas
desviaciones estandar. El test de Mann-Whitney fue usado para comparar dos
grupos independientes. Las asociaciones ente las variables fueron determinadas
con el test Pearson. Un valor P <0,05 fue tomado como significativo.

6.9 CONSIDERACIONES ETICAS

Cumpliendo con la resolucién 8430 de 1993 por la cual se establecen las normas
cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud, el presente
estudio se adhiere a las consideraciones éticas, como lo estipulan:
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El titulo 1, articulo 4, literal a: la presente investigacion contribuye al conocimiento
de los procesos biolégicos en los seres humanos.

El titulo Il, capitulo 1, articulo 5: en esta investigacién prevalece el respeto a la
dignidad del ser humano y la proteccion de sus derechos y su bienestar.

El titulo I, capitulo 1, articulo 6: la investigacion se ajusta a los principios
cientificos y éticos que lo justifican; se fundamentara en la experimentacion previa
realizada en laboratorios o en otros hechos cientificos; prevalece la seguridad de
los beneficiarios y expresa claramente que los métodos no tienen riesgos (articulo
11) puesto que es un estudio que emplea técnicas y métodos investigacion donde
no se realiza ninguna intervencion o modificacion intencionada de las variables
bioldgicas, fisioldgicas, sicoldgicas o sociales de los individuos que participan en el
estudio, pues se usard como método una seroteca, cuyas muestras fueron
recolectadas previamente con el debido consentimiento informado de los padres
de los nifos participantes del estudio.

El titulo 11, capitulo 1, articulo 8: se protegera la privacidad del individuo, sujeto de
investigacién sin exponerlo a ningun tipo de riesgos.

La toma de muestras que componen la seroteca que se usara para el presente
estudio fue aprobada por el comité de ética en investigacion en el acta N° 10 del
13 de Octubre de 2010.
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7. ANALISIS DE RESULTADOS

Dos nifios de 7 y 168 meses de edad, hospitalizados en el Departamento de
pediatria del Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de Neiva
Colombia, fueron incluidos. Ambos casos fueron clasificados como dengue severo
de acuerdo a los criterios de la OMS de 2009. Las muestras de sangre venosa
fueron tomadas en el dia 4 de fiebre. Uno de los pacientes presentaba infeccion
primaria y el otro cursaba con una infeccién secundaria. En ambos pacientes el
serotipo infectante fue el DENV-2.

Para el desarrollo de ELISA de captura, se us6 el plasma de un nifio con infeccion
secundaria por DEN-2. Las concentraciones del fragmento F(ab’)2 de IgM
humana, Anticuerpo anti-IgG de ratén biotinilado purificado de cabra, y peroxidasa
de rabano picante unida a estreptavidina, fueron optimizadas en trabajos
anteriores. Por lo tanto se evaluaron diferentes concentraciones de anticuerpos
murinos Anti-DENV. Las densidades Opticas obtenidas, una vez hecha la lectura
en el lector de ELISA, se incluyen en la tabla 2.

Tabla 2. Densidades 6pticas obtenidas en la lectura por espectrofotdmetro. Azul:
Anti-DENV-2, clon 3H5-1. Rojo: Anti-DENV-4, DENV complex Monoclonal.

0.081 [ 0.061 | 0.082 | 0.062 | 0.074 | 0.041 | 0.038 | 0.035 | 0.034 | 0.038 | 0.041 | 0.044

0.059 [ 0.630 | 0.566 | 0.536 | 0.459 | 0.349 | 0.541 | 0.500 | 0.476 | 0.423 | 0.470 | 0.045

0.07110.211 | 0.166 | 0.154 | 0.130 | 0.106 | 0.193 | 0.163 | 0.159 | 0.175 | 0.205 | 0.038

0.063 [ 0.627 | 0.581 | 0.540 | 0.453 | 0.054 [ 0.565 | 0.537 | 0.508 | 0.472 | 0.199 | 0.047

0.045 [ 0.129 | 0.125 | 0.135 | 0.119 | 0.053 [ 0.114 | 0.124 | 0.128 | 0.139 | 0.097 | 0.042

0.060 |1 0.591 | 0.556 | 0.520 | 0.411 | 0.322 | 0.553 | 0.499 | 0.409 | 0.420 | 0.354 | 0.075

0.002 10.206 | 0.191 | 0.215 | 0.124 | 0.181 | 0.222 | 0.219 | 0.185 | 0.186 | 0.195 | 0.089

I @ M m| O] O B >

0.057 ({0.122 | 0.119 | 0.253 | 0.095 | 0.108 | 0.086 | 0.089 | 0.105 | 0.077 | 0.073 | 0.082

Como se muestra en la Figura 1, se evaluaron concentraciones de 10, 2y 1ug/ml
de Anticuerpo murino anti-DENV-2 y del Dengue virus complex Monoclonal en
blotto 2,5%, con la adicion previa de DENV-2 o Mock (control negativo) en una
dilucion de 1/10 en blotto 2,5%. Como control negativo adicional se afiadié blotto
al 2,5% sin muestra.
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En comparacién con Mock y el control negativo, se obtuvo al menos el doble de
las densidades 6pticas (450nm OD) cuando se afiadi6 DENV-2. Dichas
densidades Opticas eran dosis dependientes, con una fuerte correlacion negativa
entre DO450nm y diluciones de plasma para todas las concentraciones de
anticuerpos monoclonales de raton probados (Pearson r = -1, P = 0,01), (Figura 1).
Las concentraciones evaluadas del anticuerpo anti-DENV-2 (clon 3H5.1) y Dengue
virus complex Monoclonal (clon M8051125) mostraron una dinamica similar en
DO450nm (Figura 1A y 1B, respectivamente), por lo tanto, una concentracion de
luyg / ml se selecciondé como la concentracibn Optima para posteriores
experimentos.

Se confirm6 ademas que el anticuerpo anti-DENV tiene reaccion cruzada (Figura
1B), puesto que reconoce su inmundgeno original y también era reactivo contra
DENV-2. En resumen, la deteccion eficiente de IgM dengue especifica por ELISA
de captura se obtuvo a altas diluciones de anticuerpos anti-DENV, y se confirmé
gue el Anticuerpo anti-DENV presenta reactividad cruzada con otros serotipos.

Figura 1. Determinacién de las concentraciones funcionales de anticuerpos murinos anti-
DENV. Se evaluaron diferentes concentraciones de Anticuerpos murinos anti-DENV-2
(clon 3H5.1) (A) y de un Dengue virus complex Monoclonal (clon M8051125) (B) Fueron
evaluados por ELISA de captura para deteccion de IgM DENV-especifica. La muestra de
plasma de un nifio con infeccidon secundaria por DEN-2 confirmado inicion a una dilucién
de 1/50 en blotto al 2,5%, y se diluyeron seriadamente al medio. EI blotto al 2.5% fue
usada como control negativo (lineas negras punteadas). Concentraciones de Anticuerpos
murinos anti-DENV de 10ug/mL (lineas rojas), 2ug/mL (lineas verdes) y 1lug/mL (lineas
azules) fueron usadas después de adicionar DENV-2 (lineas continuas) y mock (lineas
punteadas). Pearson r y el valor P se muestran para los pozos tratados con DENV-2.
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Para probar la eficacia en la deteccion de IgM especifica para DENV en plasma,
se compard nuestro ensayo con un kit de ELISA disponible comercialmente, en
una dilucién de plasma de 1/100. De acuerdo con los resultados obtenidos del kit
comercial, los pacientes también fueron identificados como positivos para IgM
DENV especifica cuando se utilizd nuestro ensayo tanto con el anticuerpo murino
anti-DENV2 (3H5.1 clon) y el Dengue virus complex Monoclonal (clon M8051125)
(Figura 2). Ademas, se encontré una relacion sefial/ruido de fondo similar entre
todas las pruebas probadas (Figura 2). En conjunto, el resultado apoya un
adecuado rendimiento de los ensayos desarrollados.

9 Figura 2. Comparacion de la eficiencia entre el ELISA de

captura para deteccion de IgM DENV-especifica y Kit de
ELISA disponible comercialmente. La IgM DENV-
especifica en plasma (a dilucién de 1/100) de nifios con
infeccion por DENV-2 fue detectada usando un kit
commercial de ELISA de captura para deteccion de IgM y
el ELISA de captura desarrollado en el laboratorio, ambos
fueron tratados con el anticuerpo murino anti-DENV-2
(clone 3H5.1; 1pg/mL) y el Dengue virus complex
Monoclonal (clone M8051125; 1ug/mL). Se muestra la
] ' relacién de las OD450nm obtenidas de las muestas y los
Commercial kit 3H5.1 M8051125 . ., - .
(lwgmL) (twgml)  controles negativos en cada ensayo (relacién sefial/ruido
de fondo).

H

—

Signal/background ratio

Luego de probar la eficiencia del ELISA de captura para deteccion de IgM DENV-
especifica durante una infeccibn secundaria, se evalu6 su desempefio en la
deteccion de IgM DENV-especifica en el plasma de un nifio con infeccién primaria
por DENV-2. El objetivo era probar si la IgM generada contra el virus del dengue
era serotipo especifica o tenia reactividad cruzada. Para esto, se usaron mezclas
de DENV-2 y DENV-1/4 en el ensayo antes de la adicién de anticuerpos murinos
anti-DENV a la concentracion optimizada. Como se muestra en la Figura 3, en
comparacion con mock y el control negativo, se obtuvo al menos el doble de
DO450nm cuando las placas se trataron con DENV-2, pero no con la mezcla de
DENV-1/4, tanto en la presencia de anticuerpo de ratén anti-DENV2 (clon 3H5.1)
como en la presencia del Dengue virus complex Monoclonal (clon M8051125)
(Figura 3A y B, respectivamente), y habia una fuerte correlacién negativa entre
DO450nm y las diluciones plasmaticas (Pearson r = -1, P = 0,01). Por lo tanto, la
IgM plasmética DENV-especifica de un nifio con infeccion primaria por el serotipo
DENV-2, se uni6 preferentemente al serotipo infectante, y tuvo poca o ninguna
reactividad cruzada con DENV-1 o 4.
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Figura 3. La IgM serotipo-especifica para DENV fue detectada en infeccion primaria. Se
evaluo el plasma de un nifio con infeccidn primaria por el serotipo DENV-2 por medio del
ELISA de captura para deteccion de IgM DENV- especifica usando un anticuerpo murino
anti-DENV2 (clon 3H5.1) (A) y un Dengue virus complex Monoclonal (clone M8051125)
(B). El plasma se adicioné a una dilucion de 1/50 en blotto al 2,5%, y se diluy6
seriadamente al medio. el blotto al 2.5% se usé como control negativo (lineas negras
punteadas). Se usaron anticuerpos murinos anti-DENV a una concentracién de 1ug/mL
después de la adiciéon de DENV-2 (lineas rojas punteadas), DENV-1 y 4 (lineas azules
continuas) y mock (lineas verdes punteadas). Pearson r y el valor P se muestran para los
pozos tratados con DENV-2.
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8. DISCUSION

En la presente investigacion se evalud el rendimiento de un ELISA de captura para
la deteccion de IgM DENV-especifica en plasma, tanto en infecciones primarias
como en secundarias. Se demostro la eficiencia del ensayo, y se encontré que la
IgM en el plasma de un nifio con infeccidn primaria era especifica de serotipo.

Para el desarrollo del ELISA de captura se utiliz6 una muestra de plasma de un
nifio con infeccion secundaria por DENV-2 en su cuarto dia de la fiebre (Tabla 1),
debido a que hay claridad de acuerdo con informes anteriores que la IgM DENV-
especifica se genera temprano en infecciones secundarias. Se evaluaron
Anticuerpos murinos secundarios anti-DENV, de los cuéles depende la deteccion
de IgM DENV-especifica en plasma en este protocolo de ELISA. De esta manera
el anticuerpo murino Dengue Virus Complex Monoclonal (clon M8051125) brind6
informacion acerca de la reactividad cruzada de serotipo (Figura 1B), y de la
misma forma se incluyé para evaluar si la IgM generada contra en el DENV
durante un infeccion primaria es serotipo especifica o tiene reactividad cruzada.
Tanto el anticuerpo murino anti-DENV2 (tipo especifico), como el Dengue Virus
Complex Monoclonal, fueron evaluados a tres concentraciones diferentes (10, 2 y
1pg / ml, Figura 1). Una ventaja de este ELISA de captura es que es un ensayo
semicuantitativo. Aqui, se utilizd diluciones seriadas al medio de muestras de
plasma y, en comparacion con los pocillos tratados con Mock y con control
negativo, los pocillos tratados con DENV-2 tuvieron mayor DO450nm (al menos el
doble de los pocillos tratados con Mock y control negativo), incluso a la dilucién
mas alta de plasma (1/800) (Figura 1), lo que indica que en este ensayo
probablemente no se obtuvo la dilucion limite, pero sugiere una buena sensibilidad
de los mismos. Por otra parte, a las concentraciones mas bajas de anticuerpos
monoclonales (1pyg / ml), ambos anticuerpos murinos anti-DENV mostraron
DO450nm similares a los de la concentracion mas alta (Figura 1), razén por la cual
estas concentraciones fueron seleccionadas para este ELISA de captura.

La eficiencia del ELISA de captura evaluado para la deteccion de IgM DENV-
especifica en plasma se compar6 con un ELISA disponible en el mercado en una
dilucion de plasma de 1/100, que es el recomendado por el fabricante de este Kkit.
Cuando el rendimiento del ensayo evaluado se evaluo cualitativamente (Muestras
de plasma positivas 0 negativas para IgM DENV especifica) y cuantitativamente
(relacion sefial/ruido de fondo), demostré ser comparable con el kit comercial
(Figura 2), apoyando su eficiencia y utilidad en el diagndstico de dengue.
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Diversas investigaciones sugieren que la IgM generada durante una infeccion
primaria es serotipo especifica, sin embargo otras investigaciones han descrito
una falta de correlacion entre las respuestas de IgM y el serotipo del virus aislado.
En este estudio se demostrd que la IgM humana plasmatica del nifio con infeccién
primaria por DENV-2 fue serotipo-especifica, ya que sd6lo DENV-2, pero no los
pocillos tratados con la mezcla-DENV-1/4, tuvieron mayor DO450nm en
comparacion con los pocillos tratados con Mock y control negativo (Figura 3).

En resumen, un ELISA de captura semicuantitativo para la deteccion de IgM
DENV-especifica se desarrollo y demostro ser eficiente y comparable con un kit
comercial en la medicion de la respuesta de IgM durante las infecciones primarias
y secundarias en los nifios. La IgM generada en la infeccion primaria era serotipo
especifica. El protocolo estandarizado podria ser util para determinar la magnitud
de la respuesta de IgM durante una infeccion por el virus del dengue y diferencias
en esta respuesta podrian establecer cuando un individuo esta cursando con una
infeccion primaria o secundaria por el DENV.
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9. CONCLUSIONES

Se desarroll6 un ELISA de captura semicuantitativo para la deteccion de IgM
DENV-especifica y demostro ser eficiente y comparable con un kit comercial en la
medicion de la respuesta de IgM durante las infecciones primarias y secundarias
en los nifos.

La concentracion optima y funcional de Anticuerpo Anti-DENV fue de 1ug/ ml.
Se confirmo6 que el Anticuerpo anti-DENV presenta reactividad cruzada con otros
serotipos.

La IgM generada durante una infeccion primaria es serotipo especifica.

Este trabajo fortalece la capacidad tecnoldgica e investigativa sobre dengue en el
Huila.
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10. RECOMENDACIONES

Se pretende que futuros estudios e investigaciones mejoren la sensibilidad del
protocolo creado en esta investigacion, puesto que aqui solamente se probo la
eficiencia de dicho protocolo.

De igual forma se deben Determinar las diferencias cuantitativas entre nivel de
IgM en infeccion primaria vs secundaria que sirva como marcador de
diferenciacion entre los dos tipos de infeccion.

Posteriores estudios podrian determinar si existen variaciones en los niveles de
IgM plasmatica dengue- especifica dependiendo de la edad del individuo.
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Anexo A. Instrumento de medicién

Objetivo general:

e Desarrollar un protocolo para la deteccion de los niveles de IgM dengue-
especifica por ELISA, que eventualmente podria ser usado para determinar
si la concentracion IgM dengue-especifica es diferente entre nifios con
infeccion primaria y secundaria por dengue.

1. Dosis 6ptimas de Anticuerpo Anti-DENYV a utilizar en el experimento.
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Anexo B. Codificacion y tabulacién

ELISA PARA IgM HUMANA PLASMATICA ESPECIFICA PARA VIRUS DENGUE

Anticuerpo ANTI- DENV-2

Diluciones de
Anticuerpo Anti-
DENV2

Diluciones de IgM
plasmatica humana

Densidad optica

Spearman r

Valor P

1/100

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800

1/500

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800

1/1000

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800

1/100 Mock

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800

1/500 Mock

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800

1/1000 Mock

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800

Anticuerpo ANT

|- DENV-4

Diluciones de
Anticuerpo Anti-

Diluciones de IgM
plasmatica humana

Densidad optica

Spearman r

Valor P
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DENV4

1/100

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800

1/500

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800

1/1000

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800

1/100 Mock

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800

1/500 Mock

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800

1/1000 Mock

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800
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ELISA PARA IgM HUMANA PLASMATICA ESPECIFICA PARA VIRUS DENGUE

Anticuerpo ANTI- DENV-2 Diluido 1/1000

Serotipo del
lisado celular
infectado

Diluciones
de IgM
plasmatica
humana

Densidad
Optica

Spearman r

Valor P

DENV-2

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800

Mock DENV-2

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800

DENV-1,4

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800

Mock DENV-1,4

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800

Control

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800

Anticuerpo Anti-DENV-4 dilucido 1/1000

Serotipo del
lisado celular
infectado

Diluciones
de IgM
plasmatica
humana

Densidad
Optica

Spearman r

Valor P

DENV-2

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800
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Mock DENV-2

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800

DENV-1,4

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800

Mock DENV-1,4

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800

Control

1/50

1/100

1/200

1/400

1/800
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Anexo C. Cronograma de actividades

2014 2015

Nov | Dic| En | Fe [ Mar | Ab [ May | Jun | Jul | Ago | Sep [ Oct | Nov | Dic

Anteproyecio | X

Revision X
bibliografica

Formulacion X
del marco
tedrico

Disefio del X
instrumento

Ensayosen X X X X X X
la técnica de
ELISA

Estandarizaci X X X
on de
protocolo
para
deteccion de
lgM dengue
especifica

Revision de X
resultados
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Anexo D. Presupuesto

MATERIALES

TOTAL EN PESOS

1. Pipetas monocanales

Proporcionado por el laboratorio

2. Buffer salino fosfato estéril

Proporcionado por el laboratorio

3. Lugol

Proporcionado por el laboratorio

4. Tween 20 10%

Proporcionado por el laboratorio

5. Leche descremada en polvo

Proporcionado por el laboratorio

6. Fragmento F(ab’)2 Anti-lgM humana

Proporcionado por el laboratorio

7. Lisado celular infectado con el virus del
dengue

Proporcionado por el laboratorio

8. Anticuerpo anti-DENV2 clon 3H5-1

Proporcionado por el laboratorio

9. Dengue virus complex monoclonal clon
M8051125

10. Anticuerpo anti-lgG de raton biotilinado
purificado de cabra

Proporcionado por el laboratorio

11. Esptreptavidina peroxidasa

Proporcionado por el laboratorio

12. Tetrametilbenzidina

Proporcionado por el laboratorio

13. Acido sulftrrico 2M

Proporcionado por el laboratorio

14. Placas de ELISA de 96 pozos de alta
afinidad

Proporcionado por el laboratorio

15.Tubos Falcon poliestireno 15 ml

Proporcionado por el laboratorio

16. Tubo falcon de polipropileno 50 ml

Proporcionado por el laboratorio

17.Tubos ependorf 1.5 mi

Proporcionado por el laboratorio

18. Recipiente para solucion de lavado

Proporcionado por el laboratorio

19. Lector de ELISA multi scan

Proporcionado por el laboratorio

20.Incubadora

Proporcionado por el laboratorio

21.Muestras: plasma de nifios infectados por
virus del dengue.

Proporcionado por el laboratorio
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Anexo E. Operacionalizacion de variables

VARIABLE DEFINICION INDICADORES O NIVEL INDICE
CATEGORIAS DE
MEDICIO
N
Densidades Densidades Densidad Optica Razén Absorban
opticas Opticas de cada detectable a una cia (D.O)
uno de los pozos | longitud de onda de
de la placa de 450 nm
ELISA medidos
por el
espectrofotometr
0
Dosis 6ptimas Dosis de Dosis adecuada de Razén Dilucion
de Anticuerpos | anticuerpos IgG | 1gG anti-DENV para limite

anti-DENV con
mejor

funcionalidad en

el experimento

deteccion de DENV
unido a IgM

55




